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論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
腸管で吸収された食事由来の脂質や肝臓で合成されたコレステロールや中性脂肪は血中
をリボ蛋白の形で輪送され、種々の細胞の表面に存在する特異的なレセプターを介 して細
胞中に取 り込まれ、代謝される。
超低密度 リボ蛋白(VLDL)とカイロミクロン(Chylomicron)はそれぞれ肝臓で合成
された内因性 トリグリセリドや腸管由来の外因性 トリグリセリドを脂肪組織と筋肉へ と運
搬する機能を持っているのに対 し、低密度 リボ蛋白(LDL)は アポB100を有し、主とし
てコレステロール輪送を担っている。:LDLはV:LDLとして肝臓より分泌され、 リボ蛋白質
リパーゼの働きによりコレステロールが濃縮されたLDLに変換される。このようにして形
成されたLDL粒子はレセプターを介するendocytOsisにより細胞内に取 り込まれ、代謝さ
れる。今までに、LDLを結合するLDLレセプター とアポEに特異的なVLD:Lレセプターの
役割が明 らかにされている。LDLレセプターの異常は、ヒトでは高コレステロール血症を
引き起こし、動脈硬化の原因となっているのに対 し、VLDLレセプターは鳥類においては
卵形成に必須で、その異常は繁殖を損 うことが示された。哺乳動物ではVLD:Lレセプター
は筋肉細胞や脂肪組織に高く発現し、中性脂肪を供給すると考えられている。
最近、遺伝子実験施設の金 らは、LDLレセプター、VLDLレセプターに構造が類似した
新 しい レセプター を見つけ、その構造 と発現を明らかにした。アポEレ セプター2と名づ
けられたこのレセプターはリガンド結合 ドメイン、EGF前駆体相同ドメイン、0一結合糖
ドメイン、細胞膜貫通 ドメイン、細胞質 ドメインの5つの ドメインか ら構築され、各 ドメ
インのアミノ酸はLDLレセプター とVLDLレセプターに高度に保存されている事が示され
た。アポEレセプター2に特徴的な構造は細胞質 ドメインにLDLレセプター、VLDLレセ
プターには見 られない59アミノ酸が存在する点である。アポEレセプター2はLDLレセプ
ター、VLDLレセプター同様にアポEに富む β一VLDLのみを高親和性 に結合し細胞内へ取
込むことが示された。また、アポEレセプター2は脳に最 も高く発現し、脳以外では卵巣、
胎盤に検出されるが、これ らの以外の組織では検出されなかった。このように、アポEレ
セプター2はLD:LとVLDLレセプターとほぼ同一の構造を有 し、アポEに審むβ一VLDLを
結合し、脳のコレステロール代謝の鍵を握ると示唆されるが、その生物学的役割は不明で
ある。
マウス4日胚の内部細胞塊(innerceHmass)に近い性質をもつと考えられている胎
児性幹細胞(embryonicstemceU;EScen)は全分化能を持つ未分化な細胞であり、
培養したES細胞を4日胚胚腔内に注入 し、偽妊娠させた仮親の子宮に移植するとES細胞
と宿主胚由来細胞よ り構成されるキメラマウスが得られる。キメラマウスではES細胞由
来の精子が作 られることがEvansのグループにより1984年に報告 された。これ以来、
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Capecchiらを中心 に相同組換えにより特定の遺伝子を欠損させたES細胞を単離 し、 これ
を用いてキメラマウスを作 り、最終的にES細胞由来の遺伝子を持つノックアウ トマウス
を作 り出す技術が確立された。
ジーンターゲ ッティングは、同一塩基 配列を持つDNAの間で起 こる 「相同組換え」が
基本 となっている。遺伝子を細胞内に導入すると、通常核内でランダムに外来遺伝子が導
入されて しまう。しかしながら、10-4の頻度で相同組換えが起こることが選択マーカーを
用いた実験で明らかになった。相同的組換えを起こした細胞を効率よく選別する方法とし
て2種類の選択マーカーを使う方法が開発され、ノックアウ トマウスの作製が可能 となっ
た。
本研究では、第1にマウスアポEレ セプター2の構造、調節と役割を明 らかにする目的
で、マウスのアポEレセプター2cDNAを単離し、その構造と発現を明らかにした。また、
第2に単離 したcDNAと遺伝子を用いてジーンターゲッティングによるアポEレ セプター
2欠損マウスを作製する事を目的とした。
第2章 マウスアポEレ セプター2の構造と発現
ヒ トアポEレ セプター2のcDNA断片をプローベとして用い、マウスアポEレ セプター
2cDNAを単離し、その全塩基配列を決定 した。130万のマウス脳cDNAライブラリーを
スクリーニングした結果、3.Okbと2.5kbのインサー トを持つpmApOER21とpmApoER
22が得 られ、長いインサー トを持つpmへpoER21の全塩基配列を決定 した。その結果、マ
ウスApoER2cDNAは開始コ ドンATGか ら2988塩基、996アミノ酸の蛋白質をコー ドす
る事が明らかになった(Fig.1-2)。最近、NOvakらはニワトリ脳よ りVLDLレセプターに
類似した新 しいレセプターをクローニ ングした。Uミ8Bと名付けられたこの蛋白はコンピ
ューター:解析より、ヒトアポEレセプター2に相当する事が示された。Fig.3はマウスとヒ
トのアポEレ セプター2とニワ トリのLR8Bの構造を比較したものである。レセプターを
構成するリガンド結合 ドメイン、EGF前駆体相同 ドメイン、O一結合糖 ドメイン、細胞膜
貫通 ドメイン、細胞質 ドメインのアミノ酸がマウスとヒトレセプターとの間では85%以
上同一であった。特に、機能的に重要な細胞質 ドメインはほぼ完全に保存されていて、
94%のアミノ酸が同一であった。ヒ トアポEレセプター2のリガンド結合 ドメインはシス
テインに富む40アミノ酸が7回繰返 した構造を持つが、マウスのレセプターはニワトリの
LR8Bと同様に8回繰返 していた。 この結果、スプライシングによる繰返し配列の異なる
分子種が示唆され、マウスのアポEレセプター2mRNAを盟 一PCRにより解析 した。
Fig.4に示すようにリガンド結合 ドメイ ンの繰返 し数の異なる603bp、727bp、982bp、
1106bpのバ ンドが検:出された。シークエンス した結果、603bpのバンドはリピー ト
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(1,2,3,7)を持 ち 、727bpのバ ン ドは リ ピー ト(1,2,3,7,8)を含 む ことが 明 らか に な っ
た 。 また 、982bpのバ ン ドと1106bpのバ ン ドは各 々 リ ピー ト(1,2,3,4,5,6,7)と
(1,2,3,4,5,6,7,8)を持 つ レセ プ タ ー に対 応 す る ことが示 唆 され た。 リ ピー ト(1,2,3,7)、
リピー ト(1,2,3,7,8)、リピー ト(1,2,3,4,5,6,7)、リピー ト(1,2,3,4,5,6,7,8)の組
み合 わせ を持 つ レセ プタ ー を各 々apoER2△(4,5,6,8)、apoER2△(4,5,6)、
apoER27R、apoER28Rと名 付 け た。 出生 直後 と一 週令 には 、apoER2△(4,5,6,8)と
apoER2△(4,5,6)が主要 転 写産 物 と して検 出 され 、そ の後 成 長 に伴 い次 第 に4つ の転 写
産 物 が検 出 され た。
同様 に、細 胞 質 ドメ イ ン をRT-PCRによ り解 析 した結 果 、 アポEレ セ プ ター2の 細 胞 質
ドメイ ンに特 徴 的 な59アミ ノ酸 の挿 入配 列 を持 つ 転写 産 物 と持 た な い転 写産 物 が マ ウ ス
の脳 と精 巣 にて 検 出 され た(Fig.5)。この 挿 入配 列 は 、ニ ワ トリで は検:出され な い こ とか ら、
哺 乳動 物 の アポEレ セ プ ター2に 特 異 的 な選 択 的 ス プ ライ シン グ と考 え られ る。
Fig.6は組 織 特 異性 を示 した も ので あ る。 マ ウス の アポEレ セ プ ター2mRNAは 約4.2
kb、4.5kbと8.5kbの転 写産 物 と して検 出 され た。 脳 で は8.5kbのRNAが主 要転 写 産 物
で あ る の に対 し、精 巣 と卵巣 で は4.2kbと4.5kbが主 要転 写 産 物 で あ った 。
Fig.7はマ ウス にお いて ア ポEレ セ プ ター2とVLDLレ セ プタ ー の成 長 に伴 う発 現 の変化
を解 析 した もの で あ る。 マ ウ スア ポEレ セ プタ ー2は 出 生直 後 に最 も高 く発 現 し、そ の後
成長 に伴 い次 第 に減 少 した 。VLDLレ セ プ ター も出生 直後 に比較 的高 く発現 して い るが 、
成長 に伴 い あ ま り変 化 が見 られ な か っ た。 この 結果 よ り、 アポEレ セ プタ ー2は 脳 の成長
の極 めて早 期 に必 要 な こ とが 示 唆 さ れ た。
第3章 マウスアポEレ セプター2遺伝子
マウスアポEレ セプター2遺伝子の構造を明らかにするために、マウスアポEレセプタ
ー2cDNAの断片をプローベとして用いて、129Jマウスの ゲノミックライブラリーをスク
リニーングし、マウスアポEレセプター2遺伝子断片をクローン化 した。
約36万のプラークをスクリニーングし、最終的に1つのクローンλ5を単離 した。
λ5DNAを調製 し、サザンプロット法と制限酵素マッピング、およびシークエンスによっ
て、マウスアポEレ セプター2遺伝子のエクソンとイントロン境界を決定した(Fig.8)。
λ5はヒトアポEレ セプター2geneのエクソン7か らエクソン16中に相当する部分を含ん
でいた。マウスに特異的なリガンド結合 ドメインのリピー ト8をコー ドするの部分は独立
して存在 していた。 このエクソンをエクソン6'と名付けた。マウスアポEレ セプター2遺
伝子のエクソンとイン トロン構成は、リピー ト8をコー ドするエクソン6以外、ヒトの遺
伝子 と完全に一致 した。
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また、 λ5をプローベとして、Fluorescent加sf加ハイブリダイゼーション法によ りマ
ウスアポEレセプター2遺伝子の染色体位置を決定 した。Fig.9に示すようにマウスアポE
レセプター2遺伝子は染色体4C5-7(ヒ トの1P34に相当する領域)に 存在することが明
らかになった 。
第4章 ターゲッティングベクターの構築 と相同組換え体ES細胞の単離
ジ「ンターゲッティング(標 的遺伝子置i換)法は、人工改変した遺伝子断片をES細胞
に導入 し、相同組換えによ り導入遺伝子と置換 させる方法である。この方法によ りある特
定の遺伝子を欠損 した個体(ノ ックアウ トアニマル)を 作る事が可能になった。相同的組
換えによりES細胞に導入する改変 した遺伝子 をターゲッティングベクター と呼ぶ。
マウスアポEレ セプター2遺伝子のエクソン10とエクソン15との間に抗生物質(neo)
耐性遺伝子を挿入 し、5曾上流にジフテ リア毒素遺伝子(DT-A)を結合 させ、最終的に、
neo耐性遺伝子の5側 に4.8kb、3側に1.5kbの相同的組換え領域を含むターゲッティン
グベクターを作製 した(Fig.10)。このターゲッティングベクターを用いた場合、細胞内で
相同組換えによ り、エクソン10の38下流5.5kbが欠損される。アポEレ セプター2遺伝子
のイン トロン6中のSmaI、1.5kbの断片をプローベに用いた場合、サザンプロッティング
により7.5kbのバン ドが検出される。また、neo耐性遺伝子を導入したpKI2の:R匪1600
bpの断片をプローベに用いた場合 、8.5kbのバン ドが検出される。
ES細胞はマウス胚盤胞由来の全分化能をもつ細胞で、遺伝子欠損マウスの作製のため
には生殖細胞に分化し、子孫に伝える能力がなければならない。本研究では、C57BL6と
CBAマウスのF1胚盤胞よ り樹立 したTr2細胞を用いた。ターゲッティングベクターは電
気穿孔法(electroporation)により'IT2細胞に導入 した。相同組換えにより遺伝子が導
入された細胞 を選択するために、neo耐性G418を添加 した培地中で10日間培養 し、陽
性細胞をスクリーニングした。その結果、ベクターDNAが 導入されてない細胞やベクタ
ーDNAが ランダムに導入された細胞が除去され、5.2x108cenから384個のコロニーが
単離された。384個のneo耐性細胞を、Fig.10に示 したプライマーを用いてPCRに よ り
解析した。プライマは相同組換えが起 こった場合のみ1.6kbのDNAが増幅されるよう設
計した。9つの細胞で1.6kbのDNAの増幅が認められ、さらに、 これ らの細胞か らゲノ
ミックDNAを 抽出し、サザンプロッティングを行った。プローベはマウスアポEレセプ
ター2遺伝子のイントロン6中のSmaI、L5kb断片を用いた。その結果、2つの細胞におい
て相同組換えが起こったことが確認された(Fig.11)。さらに、neo耐性遺伝子のpKI2、
PstI、600bpの断片をプローベに用い準場合、8.5kbのバンドが検出され、相同組換えが
二重に確認された。
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第5章 アポEレ セプター2遺伝子欠損マウスの作製
全章で樹立 した相同組換えES細胞を凝集法によ.り、キメラマウスを作製した。
Fig.12に、本研究で行った凝集法によるキメラマウスの作製の手順を示した。8細胞期
胚の透明帯を酸性タイロー ド液で除き、 トリプシン処理によ りばらば らにしたES細 胞 と
共に培養することにより細胞を凝集させた。ES細胞 と凝集させた胚は一晩培養し、胚盤
胞に発生 したものを偽妊娠2.5日目のICRマウズ仮親子宮に移植 し、キメラマウスを得た。
本研究で得 られたキメラマウスは4匹全部雄であり、そのうち、2匹は全体がTT2細胞由来
の野ネズミ色の体毛を有し、1匹は毛色の70～80%が野ネズミ色で、残 りの1匹は40%前
後であった(Fig.13)。生後2-3週令のキメラマウスの尾の先端を切除し、ゲノミックDNA
を調製 し、PcR解析 した。Fig.14に示すように、4匹とも1.6kbのバ ンドが検出された。
4匹のキメラマウスをC57BL6の雌と交配 し、計28匹のF1を得た。F1マウスのうち14
匹がヘテロ接合体マウスであることがPCRとサザンプロッティング解析により確認された。
14匹のヘテロ接合体マウスはいずれも体毛が野ネズミ色が50%以上のキメラマウスか ら
生まれた。これは、野ネズミ色が50%以下のキメラマウスか ら、ES細胞由来のF1マウス
を得にくいという経験則と一致する。
Fig.15は、ヘテロ接合体マウスを用いてPCRとサザ ンプロッティング解析を行った結
果である。PCR解析では、組換えES細胞の場合と同じく1.6kbのDNA断片が増幅された。
また、イントロン6の§maI、1.5kb断片をプローベとしたサザンプロッティングのでも、
7.5kbのバン ドも検:出された。以上の結果より、ES細胞由来のノックアウ ト遺伝子をもつ
キメラマウスよりノックアウ ト遺伝子がF1マウスに伝達 されたことが示された。
第6章 要約
ユ)マ ウスアポEレセプター2cDNAは、2988塩基、996アミノ酸か らなる蛋白質をコ
ー ドし、シグナル配列を除 くリガンド結合 ドメイン、EGF前駆体相同 ドメイ ン、○一
結合糖 ドメイン、細胞膜貫通 ドメイン、細胞質 ドメインはヒトレセプターと85%以上
のアミノ酸が同一であることが示された。ヒトレセプターと異な りマウスレセプター
のリガンド結合 ドメインは8個の リピー トが存在 した。
2)マ ウスアポEレセプター2mRNAのRT-PCRの結果、ヒト同様に7回の繰返し配列か
らなるレセプターとともにリピー ト4,5,6,8、リピー ト4,5,6を欠損する分子種が選択
的スプライシングによ り転写される事が明らかになった。
3)マ ウスアポEレセプター2遺伝子のエクソンとイン トロンの構成は、リガンド結合
ドメイン中のリピー ト8をコー ドするエクソン以外はピトと完全に一致 していた。
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4)ク ローン化 したマウスアポEレセプター2遺伝子をプローベに用いたFluOrescent
加5伽 ハイブリダイゼーション法より、マウスアポEレセプター2遺伝子は染色体4
C5-7に存在 していることが明らかになった。これはヒトの1P34に相当する領域で、
ヒトアポER2遺伝子の染色体マッピングの結果と一致 していた。
5)neo耐 性遺伝子をマウスアポER2遺伝子のエクソン10とエクソン15の間に挿入 し、
5「側にDT-Aを結合させ、neo耐性遺伝子の5'側に4.8kb、3'側に1.5kbのマウス
ER2遺伝子を含むターゲッティングベクターを作製した。ターゲッティングベクター
をエ レク トロポ レーション法によりES細胞に導入し、アポEレセプター2遺伝子を部
分的に欠損するES細胞 を樹立した。
6)相 同組換えES細胞は凝集法を用いて、キメラマウスを作製 し、14匹のヘテロ接合
体マウスを得た。ヘテロ接合体マウスは野生型のC57BL6と比べ、成長、体重、外観、
行動、摂食、繁殖など何の異常も観察されなかった。 したがって、アポEレセプター
2片方対立遺伝子の欠損は何の異常も与えないことが示された。
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CAAGGACTTGGCGGGCTGAGGCGCGGCCGCGGCGCGGGGGTCTCGGGGCGCGGCGGCCGG
RGCCCCGGGCCCGCTATGGGCCGCCCAGAACTGGGCGCGCTCCGGCCGCTGGCGCTGTTG
MGRP呂bGALRPLALLli
CTGTTGCTGCTGCTGCAGCTTCAGCATCTCTCCGCAGCGGATCCGCTGCTGGGCGGCCAA
LLLLLQ_LpHLSAADPLLGGp
GCGCCAGTCAAGGACTGTGAAGAGGACCAGTTTCGGTGTCGGAACGAGCGCTGCATTCCC
GPVKE二EEDOFR£RHER二IP
lTGGTGTGGAGATGCGATGAGGACAACGACTGCTCGGACAACAGCCACGAGGACGACTGC
LV騨R二D.EDHD二SDH3DεDD£
CCCハAG《GσACくコ℃CGCGGACA㏄G《CT7CへCCTGTG乱G馬ATG㏄く:λC7GCAτCCC汽G《G
PKRT二ADSDFTζ:DHG縫 二IPE
CGGTGGHAGTGCGACGGCGAGGAGGAGTGTCCCGATGGCTCTGACGAATCGAAGGCCACG
R駒eK二:DGEEε 二PDGSDES葦 くAT
TGCTCCAGTGAAGAGTGTCCTGCCGAGAAGTTAAGCTGCGGACCCACCAGCCACAAGTGT
二SSE巳 二PAEKLS£GPTSHK∫=
GTGCCTGCCTCATGGCGCTGCGACGGAGAGAAGGACTGTGAGCGTGGTGCTGACGAGGCC
VPAS騨R二DGEKD£EGGADEA
GGCTGTCCCACCTTGTGCGCCCCGCACGAGTTCCAGTGCAGCAACCGCTCCTGCCTGGCC
G二PTL⊆APHEFQ⊆SNRS£LA
TCTGTGTTCGTGTGCGATGGTGACGATGACTGCGGCGACGGCAGCGACGハGC6TGGCTGC
SVFV⊆DGDDD二GDGSDERG⊆
TCGGACCCGGCCTGCCCGCCCCGCGAGTTCCGCTGTGGAGGAGGCGGCACCTGCATCCCT
SDPA二PPREFRΩGGGGT二IP
GAGCGCTGGGTCTGCGACCGCCAGTTCGACTGCGAGGACCGCTCCGATGAGGCGGCCGAG
ERWVLORQFDLEDRSDEAAE
CTCTGCGGGCGAGCGGGCCAGGGGACCACGGCCACGCCAGCAGCCTGCGCCCCCACCGCC
L二GRAGOGTTATPAA⊆APTA
CAGTTCACCTGCCGCAGCGGCGAGTGCATACACCTGGGCTCGCGCTGCGACGGCGACCGC
OFT二RSGE⊆IHLG田R£DGDR
GACTGCAAGGACAAGTCTGACGAGGCCGACTGCTCACCAGGACCCTGCCGCGAGAATGAG
D£XDKsDEAD£SPGP二RENE
」
TTCCAGTGTGGGGATGGGACTTGCGTTCTTGCCATCAAACGCTGCAACCAGGAGCGGGAC
FO£GDGT二VムA工KR二 暦OERD
TGCCCGGACGGGAGTGACGAAGCGGGCTGCCTTCAGGAGTCAACTTGTGAGGGTCCCCGC
£PDGSDEAG二LQEST£ 巳GPR
AGATTTCAGTGTAAGAGTGGCGAGTGCGTGGACGGCGGGAAAGTGTGTGATGATCAGAGG
RFQ二KSGE二VDGGKV二DDQR
G八CTGCCGGGACTGGTCG(;ATGAG(:CTCAGAハAGTGTGTGGGCTAAATGAGTGTCTGCAC
D£RD聾SDEPOKV≦:GLNB二1LH
AATAACGGCGGCTGTTCCCACATCTGCACTGACCTCAAGATCGGCTTTGAGTGCACGTGC
N麗GG二SHI⊆TDLKIGFE二 丁 £
CCAGCACCCTTCCAGCTCTTGGACCAGAAGACCTGTGGTGACATTGATGAATGCCAGGAC
pAGFOLLDOKT£GD工DE二 〇D
CCGGATGCCTGCAGCCAAATCTGCCTGAATTACAAGGGCTACTTTAAGTGTGAATGCCAC
PDA≦;SO工 ∫:VNYKGYFK∫ こE⊆:}l
CCTGGCTATGAGATGGATACACTGACCAAGAACTGCAAAGCTGTAGCCGGCAAGAGCCCA
PGYEMDTLTKNSKAVAGKSP
TCTCTCATCTTCACGAACCGACACGAGGTGCGGAGGATAGACCTGGTGAAGCGGGACTAC
SL工FT撞R艮EVRRIDLVKRDY
TCGCGCCTCATCCCCATGCTCAAGAATGTCGTGGCGCTGGACGTGGAAGTAGCCACCAAT
SRLIPMLKNVVALDVEVATN
CGCATATACTGGTGCGへCCTCTCCTACCGCハAGATCTACA㏄GCCCACATGGACAAGGCC
H2YWCDLSYRKIYSAHMDKA
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AGCATCCCGGACGAGCAGGTGGTCCTCATTGATGAGCAGCTGCACTCCCCGGAGGGCCTG
SIPDEDVVLIDEDLHSPEGL
㏄GGTGGλCTGGGTCCATAAGC八C八TCTハCT(㍑AGACTCAGOじハATA八GAC⊂八TCTC《
AVDWVHHHIYWTDSGNRTIS
TGGCCハCハACCGATGGへCGCCGCC(㍑GTACTCTCTTCAGCCGTGAGCTCAGTGAGCCC
VATTDGARRCTLFSRELSEP
CGAGCCATTGCCGTTGACCCCCT(SGAGGGTTCATGTACfGGTCTGACTGGGGTTTCCAG
RAIAVDPLRGFMYWSDWG｣p
㏄ ハ八AG《TTG八GAハβGCTGGGCTC《λTGGTGCAG△CCGGCAハAQ隊CTGGTTTCハGAC轟AC
ARIEEAGLNGADRQTLVSDN
AT翼;ハみTGGC〔:CAハTG【三《ハTC飛CCCT㎜GCTG《G{X二《㏄ ζ調門『T㎝ ごTGGGTGGハC
IEWPNGITLDLLSQRLYWVD
τC(MGCTGCA(:CA汽CTATCCAGC汽τTGハCTTCAATGG㎜ λGハハAGATGCTG汽TC
SRLHQLSSIOFNGGNRKHLI
TCTCCACTGACTTCCTGAGTCACCCTTTTGGGGTTGCRGTATTTGAGGACAAGCTATRC
FSSDFLSHPFGVAVFEDKVF
TGG八CAGACCT(㎜TGAGGCCATTT『【℃AGCOCAAAT《:GGCTCAへTGGCCTGGAAATC
WTDLENEAIFSANRLNGLEI
GCCATCCTGGCCGAGAACCTCAATAACCCACATGACATTGTAAICTTCCACGAGCTGAAG
AILAENLNNPHDIVIFHELK
CAGCCAAAGGCTGCAG汽丁㏄CTGTGACCTGAGTGCCCAGCCCAACGGCGGCTGTGAATAC
OPKAADA≦=」DLSAOPNGG∫:rEY
CTGTGCCTTCCTGCTCCTCAAATCTCCAGCCACTCCCCCAAGTACACGTGTGCCTGTCCT
Lσ 一LPAPO工SSHSPKYT二_λ 二_P
GAC汽CGATGTGGCTGGGCCCAG《(汎丁(㎜(玖TGCTACCG八GC汽CCTC八GTCT八CCTC八
DTM騨LGPDMKR二 ・YRAPQSTS
ACTACAACCτTAGCCTCT㏄CATC汽CハAGGACA(;TACCT6(:TACCACハAGAGCT(:CTGGG
TTTLASAMTRTVPATTRAPG
贋CA警 竪C野A≒CT金CCδG幽A享畢 塁GC3謄CC含軌孚AG野
GCCGCCCCTCACTCGGTTAACGTCCCTAGGGCTCCCAGCACCAGCCCATCCACCCCGAGC
AAPHSVNVPRAPSTSPSTPS
事TG員TA警筐望 野Cき㏄肴TT妻T職丁響 εCA堅C合鴨GGき㎝騨
GTCACCGCTGCTGTCA㏄GGTハTCGTGCCCATAGTGGT直ハTAGCCCTGCTATGTATG
VTIAAVIGVIVPIVVIALLCM
AGTGGGTACCTCATCTGGAGGAACTGGAAGCGGAP,GAACACCAAGAGCATGAATTTCGAC
SGYLI縛RN四KRK翼TK .SMNFD
汽A㏄CAGTGTACAGGAAAハCGAC㎜GAGGAAGAGGAAGATGAGCTT(:△CATAGGGAGG
NPVYRRTTEEEEEDELHIGR一....印
ACAGCTCAGATTGGCCACGTCTACCCCGCAGCAATCAGCAACTATGATCGCCCACTGTGG
TAQIGHVYPAAZSITYDRPLW
CCAGAGCCCfGTCTTGGGGAGACCAGAGACCTGGAAGACCCAGCCCCTGCCCTCAAGGAG
AEPCLGETRDLEDPAPALEE
CTTTTTGTCTTGCCGG6A(議八CCAへGGTC八CAGCTTCACCハACTCCCGAAGAACCCTCTT
LFVLPCEPRSQLHQLPKNPL
TCCGAGCTGCCTGTCGTCAAGTGCAAGCGAGTGGCATTAAGTCTTGAAGATGATGGACTG
SELPVVKCKRVALSLEDDGL
CCCTGAGGATGGGCCCAACCACTTCGTGCCTCATGGAGTTCAGTCCTATGCACTACTCTC
P禽
TCTGGATGCTCTGCAGTTCACTCCAGCTGAACGACCAGGGACAAGTACAACACAGGAGTT
TGGCTTAACTGGCAGCAGACTAATATCTAAAGTT
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論 文 審 査 結 果 要 旨
腸管 で吸収 された食事 由来 の脂 質や肝臓 で合成 された コレステ ロールや中性脂肪 は血中を リボ蛋 白
の形で輸送 され,種 々の細胞 の表 面に存在す る特異的な レセプターを介 して細胞 中に取 り込 まれ,代
謝 され る。最近,遺 伝子実験施設の金 束浩 らは,LDLレ セプ ター,VLDLレ セ プターに構造が類似 し
た新 しい レセプターを見つけ,そ の構造 と発現を明 らかに した。 アポEレ セプ ター2と 名づけ られた
この レセ プターは リガン ド結 合 ドメイ ン,EGF前 駆体相 同 ドメイン,0一結合糖 ドメイ ン,細 胞 膜 貫
通 ドメイ ン,細 胞質 ドメイ ンの5つ の ドメイ ンか ら構 築 され,各 ドメイ ンの ア ミノ酸 はLDLレ セプ
ターとVLDLレセプターに高度に保存 され ている事が示 され た。
本研究 では,第1に マ ウスアポEレ セプター2の 構造,調 節 と役割を明 らか にす る 目的で,マ ウス
の アポEレ セプター2cDNAを 単離 し,そ の構造 と発 現 を 明 らか に した。 また,第2に 単離 した
cDNAと遺伝子を用 いてジーンターゲ ッテ ィングに よるアポEレ セフ.ター 2欠 損マ ウスを作製す る事
を 目的 とした。
マ ウスアポEレ セ プター2cDNAは,2988塩基,996アミノ酸か らなる蛋 白質を コー ドし,シ グナル
配列 を除 くリガン ド結合 ドメイ ン,EGF前 駆体相同 ドメイ ン,0一結合糖 ドメイ ン,細 胞膜 貫 通 ドメ
イ ン,細 胞質 ドメイ ンは ヒ トレセ プター と85%以上 のア ミノ酸が同一 であることが示 され た。 リガン
ド結合 ドメイ ンは ヒ トレセプター と異な り8個 の リピー トが存在 し,mRNAのRT-PCRの 結 果,ヒ
ト同様 に7回 の繰返 し配列か らな る レセ プター とリピー ト4,5,6,8,リ ピー ト4,5,6を 欠
損す る分子種 が選択 的スプライシングに よ り生成 され る事が明 らか にな った。 マ ウス ア ポEレ セ プ
ター2遺 伝子のエ クソンとイ ン トロンの構成 は,リ ガン ド結 合 ドメイ ン中の リピー ト8を コー ドす る
エ クソン以外 は ヒ トと完全に一致 していた。 また,FISH法よ り,マ ウスアポEレ セ プタ ー2遺 伝子
は染色体4C5-7に 存在 している ことが 明らかにな った。
一方 ,ア ポEレ セプター2の 変異遺伝子 のターゲ ヅテ ィングベ クターを構 築 し,エ レク トロポ レー
シ ョン法に よ りES細胞 に導 入 して,ア ポEレ セプター2遺 伝 子を部分 的に欠損す るES細胞を樹立 し
た。相同組換 えES細胞 は凝集法を用いて,キ メラマウスを作製 し,14匹のヘテ ロ接合体を得 て,ヘ テ
ロ接合体同士の交配 に よりホモ接合体 が得 られた。
本研究に よ りマウスアポEレ セプター2の 構造 と発現が明らか に され た。 また,ジ ー ンターゲ ッ
テ ィングに よ りアポEレ セ プター2欠 損 マウスが作 製 され た。 これ らを解析す る こと よりアポEレ セ
プター2の 役割が明 らかになる と思われ る。 これ らの結果 は リボ蛋 白質研究 に新 しい知見 を提供す る
ものである。 よって,審 査員一 同は本論文提 出者は博士(農 学)の 学位 を受 けるに値する と判定 した。
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